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I 0 INT RODUCTION 
Le s expérie nc es d 1 Hay fli ck et Moorhe ad ( 6 ) ont montr é ~ue les 
cellul es di plofl es prov e na n t de fo etus hum 2in ont une vi e limit~ e 
lors qu ' elles so nt cultiv ées in vitro . 
Ces observ a tions s ' opposa i e nt à celles de Ca rr e l qui avRit 
con s t a t é que les fi brobl 2s t es de poulet cultiv és in vitro av a ient 
une vie illimit ée o D' ap r ès Ha yflick ( 8) , ces r és ult a t s é t a ient 
dus a u f a it que l e milieu nutritif (pr é paré à pa rtir d' e xtr a its de 
tis su de poulet) co nt e nait lui~mD me des fi broblastes ; il provoqu ait 
ainsi un r a jeunis sem e nt continuel de la cultur e à ch aq ue ch a ngeme nt 
de mili e uo Il est reconn u actuelleme nt que les fi b r oblas t es norm au x 
(contr a ireme nt a ux fi brobl a stes tr a ns for més ) de no mbreuses e spèces , 
ne peuvent a tteindre in vitro qu 'un nombr e de divisions limité : 
.les fi brobl 2stes pro ve nant d'embry on hum ain se divisent 40 à 60 
foi s , les fibro blas t e s de pou l e t 1 5 à 35 f ois , ceux de so uri s 1 4 à 
28 f o i s , c eu x de ch e v3l environ e2 f c is, c eu x de s in ge 60 f ois , ceu x 
de ch a t 92 f ois e tc •• ( 9 , 24 ). 
Ces fi bro bl as t es po ss ède nt trois c a r act é ristiques ( 6 ) : 
1. Ils montrent in vi tro le s mêmes pro pri é t és mor phologiqu es , 
phy s iol og i ques e t i mm un e l 0Q i q1 es que l es cellules nor~a l es . -
2. Ils ont le c a ryoty pe des c e llule s du tissu d'or ig in e , pa r 
exem pl e , 46 chr c~osomes pour l es fi b r obl as t es hum a in s . 
3. Ils ont un po t en ti e l de mu lti plic a ti on limit é et ne dépas -
sent pas un c e rt a in no mb r e de divi s ions. 
Ces c a r a ct éri s ti ques s ' opposent à c e lles des cellules t rans for-
mées qui ont un c a ryot ype sou ve nt di ff é r ent des cell ules d ' o r i gin e 
et- qui pe uvent être cultiv ées pour un e périod e indéfinie. 
Une c a r a ct é ri st i que r ema r quable des fi b r ob l ast e s no rm a ux es t de 
ga rde r leur pote n ti e l de divisio n ap r ès c ongé l s tion ( 6 ). Pr e nons l e 
c a s de s fi b r ob l as t es hu mai ns qui peu ve nt a t tei ndre e nviron 50 gé n1r2-
ti on; le nombre de go n8~at ion s se r a toujour s l e mêmo que l que s oit 
, 
le nomh r o do foi s que l es ce ll ules so nt c on gelées , quels qu e s oient 
l a dur ée de l a co ngé l a ti on e t l e nombre de gé né rati ons que les c e ll u-
l es ont a tt e int a u mome nt de la con gé l a tion. 
Le phénomène de con gélat ion qui perturbe profon~ é ment la 
cellule introduit des modifications qui ne sont pas reliées au 
phénomène du vieillissement. 
Afin de vérifier l'influence du milieu sur le vieillissement, 
2. 
Hayflick et Moorhead ont mélangé des cellules vieilles et jeunes et ~ 
les ont f a it crottre d ans un m@me milieuo Les cellules vieilles ont 
arrêt é de pousser rapide me nt et les cellules jeunes ont continué à 
se diviser, le nombr e de gé né ration s é t ant le m@me pour l es deux 
types de cellules. Cette expérience prouve qu'une c a renc e sventuelle 
du milieu n'est pas res po ns abl e du vieilliss eme nt de ces cellules. 
On peut se demander si le viœillissement cellulaire in vitro 
est dO au vieillissement de l'individu. 
Hayflick et Moorhead (6) ont montré qu'il existe une rel a tion 
entre le nombre de générations que peut atteindre les cellules et 
1•age du donneur. 
Plus la personne est âgée et moins les cellules pourront se di-
.viser. Da ns une même espèce anim a le l'expérience de laboratoire re-
pr ése nt e un aspe ct du vi eil li sseme nt de l'individu. (1) Cette rel a -
tion n'est plùs vr aie si l'on comp a re des espèce s différentes : 
St a nl ey et Calo (24 ) ont mesuré l e nombr e de divisions de fibrobl as -
tes d'embryons de div e rses espèces ani ma les et comparé ce nombre a vec 
1•;ge maximum que peuvent at teindr e ces · anim a ux. On ne trouve pas 
de corrél a tion directe e ntre les deux phénomènes. De nombreuses res-
trictions doivent être introduites da ns ces comp a raisons, not amment 
le fait que l'origine de s fibrobl astes n'est pas nécessairement 
identique ou e ncore qu e l a vitesse de renouvellement des fibroblas-
tres est peut-être tr ès différente chez les diverses espèces animales. 
Lors de l a culture de fibrobl as t~es humains diploïdes, trois 
ph ases peuventê~re distingu ées. 
a- La ph ase I 
Les fi brobl as t.,tes pr é levés par des moyens enzymatiques ou méca-
ni ques .sont mis en culture . Les fibrob as t~es s'attachent sur la 
boutei lle ou sur la boîte de pétri; ils croiss e nt et se divisent pour 
former une couche confluents . A ce moment les cellules s'arrêtent de 
pousser : c 1 est ce que l'on a ppellle l'inhibition de contacto 
3. 
b- La oh ~s e II 
La ph ase II es t c a r act éris ée pa r une multiplic a tion r ap id e 
des cellul es .o l es cell ules de l a ph as e I for mant l a couch e con-
flu e nt e à l a s urf c e de l a pr e mi è r e bout e ill e de culture vont êt r e 
repi quées d a ns deu x bou t e illes de s urf a ce éga l e à l a pr e mi è r e 
bout e ill e . Le s fi b ro b l a s t es pourront a in s i se divi se r un e f o i s pou r 
for me r de nouv e a u uA e cou c he conflue nt s qui va ell e -m ême ~tr e r é pa r-
tie e n de ux boute ill es e tco. Le tem ps s épa r ant le r Bpi quag e de s 
cellul e s et l a conflu e nc e es t de plu s ou moin s 48 he ur e s en phase II 
(6)0 L' a ctivit é mé t a bol i que de s cellul e s es t tr è s é lev ée dur ant 
cette p~ri od e ; l a g r a nde p roduction d' aci de en témoi gne . 
c- La ph as e I II 
La ph a s e III corresp ond à l a phase typi que du vi e illisse ment 
. des cellul es ; e ll e e s t c a r a ct éri s ~B pa r l' app a rifun de déb ri s d ans 
la cultur e , pa r l a . di min ution de l'inhi bition de cont act et de l' a c-
tivit é mi tet i que . Le s c e llule s me tt e nt plu s l ong tem ps à àt e indre 
la confl ue nc e ( une se ma in e e nvir on). Ce phénomè ne po urr ait a voir 
deux c a uses ( 1 ) : so it l' a ugme nt a t i on du t em ps de divi sio n des c e l-
lul es de l a c u l tu r e , s oit l' ap pa riti on d ' une pop ul a tion hé t é r o ç è~e 
de fi b r ob l a st es dont une pa rti e pe r d r a it s a c a pacit é de se divi s e r 
t a ndi s qu e 1 1 a ut r e contin ueTait à s e divi se r nor ma l em e n t; l a di mi -
nution du no mb r e de c e l l ul e s ga r da nt l e u r po t e n t i e l de divi s ion 
e ntr a i ne r a i t une a ugme nt a tio n du t emps né c es s a ire à l a c ultur e pou r 
arriv e r à l a confl ue nc e . 
La pr e mi è r e hy pot hè se s e mb l e ac t ue ll eme nt l a plus vr a i semb l abl e 
car l a pro po r t ion de c e ll ul e s c apables de pa sse r pa r l a mito se r es t e 
sup éri eu r e à 90 f j us qu ' à un s t a de t r ès a va nc é de l a c ul tu r e (1 6 ) 
Le t emps de gé n é r a tion s 1 all c nge tr è s fort eme nt a vec l' é vo lution 
de l a cul tu r e e t de vi e n t diff é r e nt d 1 une c e ll ul e à l' a utr e . Dè s 
lors l a po pul a ti on de ce llul es de vi e nt tr è s h é t é ro gè ne quant a u t emps 
de divi si on ; c e l ui- c i dev e na n t t r è s lo ng ch ez c e rt a i ae s c el l ul e s o 
La di mi n uti on d ' act ivit é mito ti que est s uivie de l a dégé né r a -
tian e t de l a mo r t de l a c ul tu r e . 
- De no mb r eup es r e ch e rch e s on t é t é f a it e s pour essaye r de c a r a c -
t é ri s e r c e qui diff 8 r e ncie l e s c e ll u l es de l a ph a se III ou c e llul es 
vi eill e s , des c Rl l ul e s de l a phase II ou c e l l ul es je unes o 
a- Diff r6 r c nces mc rnh r. lo ni r 1JBs 
1- Au miscro s c o~e à contr as t e de ph 2se, 
ver r.ua lit 2tiv o~en t une 2uç ~e nt a tio n de 12 
4. 
no us avons pu obser-
su rf 2c e des cellul es 
e t du no m r e de ~r a nul s dans le c y topl as~e o 
2- Le c a r yoty;: e tr ~s s t abl e e n phase I e t II s 1 aJtère ch ez 
de nombreux fi ~ro bl as t es en ph as e III a vec a ppa rition d ' a neu -
ploïdie et d ' ab err a tion s chromosomi ques (7)o 
3- Un des plus r em a rqu ab l es chan geme nts mo r phologiques 
souli gn a pa r Br oek e t Ha y pour l es fi br o bl 2s t es de poulet e t 
pà r Rabb i ns pou r l es fi brobl as t es humai ns e s t 1 1 a ugme nt 8tion 
de l a taille des ly s osomes seco n da ires et des co r ps r és i du e l s 
a u cour s du vi e il lissem e nt in vitro(1)o 
b- Diff ~r 9~c es biochimi oues 
Au point de vu e biochimi ~ue , de très no mbreuses e xp é ri e nc es 
ont été f ait es a fin de co mpa rer l ' activité des e n zymes chez l es 
cell u l es vi eilles et chez les cellul es je unes o 
Les r ésult a ts obte n us paries différ e nt s chercheurs con ce rn ant 
un m@me e nzym e s ont souv e nt co ntr a dictoires . 
L' explic a tion de- C E S di ff ér e nc es r és ulte prob abl eme nt des divers 
modes d ' exp re ss ion d2s r 8s ul~ s ~s ~ui ti e nn ent compt e ou non des nou -
vel l es divisi ons c e llul a ires et du f a it que cert a in es activ i ~6s e nz y-
mati ues va ri ent fort eme nt a vec les conditions de cult ur e s et l' é t a t 
de l a croi ssanc e c e llul a ire ; ces va r i a tions sont sou ve nt sup é ri eures 
aux va ri a tio ns dues au vi eilli ssame nto 
Afin d ' éli min e r a u m ximum ces fluctu a tions , Sun et Packer (2=) 
ont e ntr ep ri s une é tud e systé~ati ue de l' activité e n zymat i que .u 
cours de l a croi ss nc e c ellul air e o Ils ont consta té q ue dans le 1r s 
conditio n s expé ri~ e nt 2les , l e s activit é s r etrou va i ent l e ur VRleur 
d 'ori gin e 7 jours ap rè s l e repiqu age . C' est l e mome nt oD les cellu-
l es ar ri ue nt 2 co nfl ue nce . I ls ont choisi c es c e llul es co mme m2t é -
riel de tr a va il. D' a utr e par t, ils ont exp ri mé leu r s do nn ées e nzy -
mati ques non seu l eme n t e n mg de prot~i nes ma is ' ga l eme nt e n millions 
de c e llules. Ils ont su ivi l ' évolution de l' act ivit é e n zymu tique 
entr e le passa~e 20 e t l e passag e 50 et c onst a tent une a ugme nt 8tio n 
5. 
de 200 % de l' a cti~it é de l a N- acétyl - ~ - glucos aminid ase (m a r-
queur des l yso s omes ), un e a ugme nt a ti on de 30 0 ~ de l' a ctivi té de l a 
5 1 nucl éotid ase (m a r que ur des Dembr a ne s pl asm i ques) et de l a cyto-
chro me oxyd s e (m a r ~ueu r de s mitochon drie s ). Il y a peu de ch a nge -
ments de l' activit é de l a c a tal a seo 
Il existe de no mb r e ùs e s é tudes enzym a tiqu e s mais qui n'ont pas 
suffi samme nt t e nu com pte des va ri2tions due s à l a culture e ll e -m6 me 
(2, 23, 27)o Noton s ce pend a nt les r és ult a ts de Wa ng et Calo (29) qui 
ont effectu é leurs dos ag e s à période c onst ant e ap r è s le repi qu ag e. 
Ils ont rem a r qué ap r è s le 42e pass a ge une au gment a tion d' a ctivit é 
des trans a min ases ( glum a te pyr uva te tr a nsa min a se et glu ma te ox a l oa c e -
tatetr a ns am in a s e ) de s phos ph a t ase s ( hosp h a t 2se a cide , pho sp ha t ase 
alc a lin e , gluco s e - 6 ~ phos pha t a s e ) tet de s dé s hydro gé na ses ( l l a c-
t a te déshy dro gé nase , ma l a t e dés hydro gé na s e , i s ocitr a t e déshy dr ogé -
nase et glum a t a te dés hydro gé n as e )o 
-Un ph é nomène i mp ort ant li g a u vieilli s sement a ét é mis en 
évid e nc e pa r Holliday et Tarr a nt(12) . o Leur s tr a va ux s e s itu e nt 
dans l a li gne de l a th éo~ rie d'Or ge lo Cell e -ci su ggè re que le vi eil ~-
liss ement es t dO à des err eurs da ns l a séque nc e de s prot é in e s; ces 
-
erreurs é t ant dues~ des su bs tit uti ons a u hasa rd d' a cides a min és o 
Il y a ur a it a in s i da ns le s cellu les vi e ill es un mé lan ged e p r o t é in es 
norm a l e s et a norm a l es o D' au tr e pa rt on a mi s e n é videnc e §US lâ 
substit uti on d' a ci des am in és d ans l a séque nce d 'un e nzy me le r e nd 
plus l 2b il e à l a ch a le ur (1 2 ). Ho llida y et Ta rr a nt ont t es t é l a sen-
sibilité à l a ch a l eu r de 1 2 gluc os e -6- pho sp hat e dé shydrog é nase et 
de l a 5- phos pho ~luc ona t e dé sh yd ro gé na se o Il f aut so uli gn e r q ue 
c e s deux en zymes so nt ho~otjè nes ; c'e s t à dir e qu 'ils ne pos sèd e nt pas 
d 1 iso e nzym 3s e t leur a cti vi t~ di min ue de f açc n e x po ne nt ie lle e n fonc-
tion du t emps au_ c ou r s de _•in c ub a ti on ~ h a ut e t sr.ip~ r a tur e (l'in ac ti-
va tion de l' e n zy me ne se f 2i~ ~2s e xpon e nti _,ll e ma nt lor sq ue celui-
ci · c or.ipo rt e pl us i e ur s i s o 2nzyr.ies ). 
Les t s t s do th or mo l ab ilit é ont é t é f ait s pour de s ce llu les 
1 j e unei e t pou r des c8llules vi eilles et ont ~o ntr ~ que 1 1 2c ti v i t~ 
des c ellul es jeunes d i~ in uE exro ne nti e ll eme nt en f onction du t emps ; 
pa r contre l a di in ution de l' activit é e nzy m2 ti que ch ez des cellul es 
vi eill e s est t r ès r a pi de eu début pu i s se s t ab ili se pa r l a suit e 
Fi ou r e 1 : 
Fibr ob l 2s t es hunai ns W I 3E vu s au micros cop e à ba l ayage 
(l e gro ss i sse~e nt es t de 300 f ois ) • La pho t o a é t é pri se deu x 
jours ap r ès le mi se e n c ultur e des c e llul es o Ce ll es -ci se tr ouv ent 
à un e de ns i té éga l e à 20 ~ de la c onfl ue nc e o 
6. 
à une va l eu r pl us f a i b l e o 
Ces r ésul t a ts suggère nt que l es deux e n zymes qui se comport ent 
de f aço n homogène che z l es c e llul es j e unes de vi e nn e n t h é t é r ogènes 
che z les c e ll u l es vi eill es o Envir on 20 f des enzymes so nt plu ~ e n-
sibles à l a t empé r 2 t ur e et donc a lt é r és ch e z l es c ellules vi eil-
leso Ré c emme nt Colstei n e t Moerm a n ( 5 ) ont mon tr é que 1 1 hypoxa n-
thin e - gua nine phosp ho~i bosyl tr a ns f é r 2se ·se co mportai t de la même 
ma ni ère o Le f a it que ces modi fic a tions so nt i e n c a r ac t éri st i ques 
du vieilli sseme nt est e nc o r e a ppuyé pa r l es expé ri e nc es r éal i sées 
sur des fi b robl as te s d'enf ant s a tt ei nts du sy ndrom e de We rner qu i est 
une ma l adie où le s enf ant s pr ése nt e nt très t6t de s si gn es de vi e ill esse, 
Dans les cellules de ce s e nf a nt s , on retrouve une modific a tion de 
l a thermol ab ilit é des e nzy mes s i gnalés ci-dessus o 
- Un po int c ommun nous a fr 2pp é dans l' é tude de c os enzyme s . 
C'est leur appa rt e na nc e au comp a rtiment cyto plasm i que de l a cellule. 
Nous avo ns voulu sa voir si ces modific a tions se produisaient a u 
nivea u des en zymes d ' a utr es com pa rtim e nt s subcellul2ires et not am ment 
si les e nzymes ly sosomi2 ux ont eux a uss i a lt é r és au cours du vi eil-
lissem e nt. Ce tt e é tude pou rr ait orient e r no s idées sur les deux 
hy pothèses a ctue lleme~t a va nc ées pou r expliquer ces modi fic a ti ons . 
Da ns l e c as où la c a use du phé nomè ne se r a it une modificatio n 2u 
ni veau des gènes ou de l a synthèse des protéines , on devrait obse r ver 
des modific a ti o ns da ns l es enzymes de tous l es co mpa rti me nt s s ub ce l-
lul a ires; , 8r contr e , s i la modific a tion a comme c a use une modi f i -
c a ti o n physiologi que de l' e n zym e a près s a synthè se , c e tte pe rtur ba -
ti o na tt e indr a diff é re mment l es e nzymes des dive r s c ompa rti me nts sub -
cellul a ires . Il es t donc pr obable da ns ce de rni e r c as que le s e n-
zymes ly sosomiau x so i e nt a ff e ct és diff é r emme nt des enzymes du cy-
topl as me . 
7. 
Ilo TECH NIQUE DE CULTURE DES CELLULES HUMAINES 
1- Milieu de culture , pH , sé r um -
Le mil ieu né cessaire à la croi ssaQ ce de s cellules que nou s 
avon s utilisé est compos é to ut d' ab ord du milieu essentiel minimum 
de Eagle qui comprend 13 acides am in és et 8 vit am ines. Il contient 
égal ement des sels de Ea rleo 
Table 1 
-
Liste des ac ides ami né 
dRns le mili eu esse ntiel 
Acides am in és 
L. arginine 
L. cystine 
L~ tyro s in e 
L. Histidine HCl , H2 0 
L. Glutamine 
L. isol eoe in e 
L. leocine 
L. lysin e 
L. Methio nin e 
L. Ph e nylalanine 
L. Ttféo nin e 
Lo Trypto pha ne 
L. Valine 
Table 2 
-
Sels de Earle 
MaC1 
KC1 
Ca Cl2 2 H2 0 
MgS04 7 H2 0 
glucose 
r ouge de phe nol 
Na HC0 3 
e t de vit ami nes co nt e nus 
minimum de Eaole . 
Vitamines 
choline - chlorure 
acide foli que 
I - Inositol 
D - Pantoth é na t e C 
Pyridoxal HCl 
Riboflavin e 
Thi amine H Cl 
a 
Les éléments constitutifs du milieu sont envoyés par la 
firme Eurobio (P a ris) sous forme de poudreo Celle-ci doit ~tre 
dissoute dans 5 litres d'eau bidistillée à laquelle on a ajouté du 
B. 
bicarbonate de Na à raison de 11 gr et d'aur éo mycine à raison de 
250 mg. Ces ions bic a rbonatés servent à tamponner le milieu. La 
valeur du pH exigée pour la culture des fibrobl as tjes in vitro se 
situe entre pH 7,2 et pH 7,4. On préfèrera porter le pH du milieu 
à une valeur de 7,2 puisque le milieu conten ant du bicarbonate a 
tendance à se basicifier à l'air suitiant réactiono 
-----• 
+------
---:---• 
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Le co 2 de l'air n
1 est pas en équilibre avec le He•; du 
milieu et la réaction est déplacée vers la gauche avec une alcalini-
sation du milieu si celui-ci est laissé en cont a~t a vec l'air. Or, 
un milieu basique est beaucoup plus toxique pour les cellules qu'un 
milieu acide , d 1 où le choix d'un pH 7,2 lors de la préparation du 
milieuo 
La basicité ou l' acidité du milieu se marque par un virage de 
la coloration dû à la présence d 1 un indicateur (le rouge de phénol). 
Le milieu aci de est c a ractéris é par une coloration jaune, t andis 
que le mili eu basique est mauve. ~a color a tion du milieu peut 
donner une idée de l'évolution de la cultureo 
Normalement la quantité de HCDi introd ui t dans le milieu t a m-
ponne celui-ci à pH 7, 4 si la pression partielle du co 2 est de 
0,05 atmosphère,(soit une atmosp hère conten ant 5 % de C0 2 o) 
a) Un milieu jaune -or a nge mais limpide témoigne d'un e gr ande 
activité métaboli que des cellules se tr adu i sant pa r la production 
d 1 une gr a nd e qua ntit é de co 2 • 
Cette coloration 2.pp~r2ît qu3 nd les cellule s se divisent acti ve -
ment e t en très gra nd nom bre . 
b) Un milieu ma uve a ppar a ît qua nd il y a peu de cellules da ns la 
cultur e ou quel phase gazeuse est trop grande par rapportnà l a phase 
li quide . 
c) un milieu j a une citron et trouble ser a le signe d'une cont ami-
' 
nation par bactéries ou par levures. 9. 
Dans l e cas des l e vur es , on s ait que celles-ci se divi se nt 
environ to utes les demi-h eu res da ns de bonnes conditions, ce qui se 
tr aduit pa r une production é l e vée de C0 2 o 
Le trouble e st dû à l a gr a nd e quantit é de levure s dans l e milieu. 
N-8. 
Une c ultu re dont l e mili e u est basique peut être acidifi ée en 
fais ant b a rb ote r du co 2 dans le milieu de culture. 
Un autre moye n est d'introduir e du co 2 da ns l'incub a teur à 37° 
où sont stock ée s les cul tu r es o 
- Le s0rum de fo etus de ve au stérile est fourni pa r la firG e 
Eurobio (P a r is ) da ns des bou t ei lles de 100 ml . Le sérum a rriv e con elé . 
Ces 100 ml. vont ~tr e divisés dès leur arriv ée e n 10 tubes de 10 ml. 
qui vont être con ge l'so 
Cette divi s ion · des 100 ml. est import ant e c a r elle diminue l e 
i!§ que de cont amin a tion e t e ll e va viter des con gé l a tions e t d écon g5 -
lation s succ es sives d'un même lot de sé rum. 
Les con gé l a ti o ns e t déco ngé l a ti ons a ff ecte nt e n effet l a c a pa-
cité su s é r um de promouvoir l a croi ssance cellulai r e o 
Le sér um ( S) se r a aj out é au mi lieu de l a culture ( M) à r a i so n 
de 10 ml. pour 90 ml. de mil i e u s oit un mi li e u à 10 % de sérum ( ~s ) 
- L' aur éomycin e ( Lede rl e Be l ge SoAo Bruxell es ) es t un antibioti que 
empêch a nt le d é vel oppem ent des b act é ri es , il est a jout é a u mili e u à 
r a ison de 50 mg/ml o 
2. Pr o 19~8 du verre . 
Le verr e des bo ut eill es s ur le que l les cellules vont pou s ser do it 
r épondr e à plus i e urs exi ge nc es . Il doit a vant tout poss éder des pro-
priét és t elles , que le s c el lul es puisse nt s ' y a tt a cher. Rapp aport 
(20) a montr 6 que l' action du Na 2 co 3 à l a surf a c e du ve rre f a vo-
ri se l' a tt a ch eme n t et 1 2 croi ssanc e des .cellul es . 
En f ai t, les cel l ules possède nt à leur surfac e des charges né ga -
tive s li ées à la présenc e d' ac ides si a lfques sur l a membr a ne pl as -
miqu e o 
10. 
Les ions 'a + proven nt de N~ 2 co 3 de m~me qu_e les iorre M9++ 
jouera i e nt un rôl e int e r méd i a ire .e ntr e les membranes plasmiques et 
l a surf a ce du verre et favoris eraient 1 1 at t aèheme nt des c e ll ules . 
Au niveau du l abo r a toire nou s avons utili sé deux t ypes de 
bouteilles. 
1- Les boute i lles en ples ti que o 
Ce sont des bouteilles pla t es n° c at o 3024 dont la su rf ac e 
(75 cm 2 ) a été pr é tr a itée spéci ale me nt pour l es cultures (firme 
Falcon Oxn a rd, c2. - U.SoA.) Il n'existe pas de problème d'att a che-
ment ni de crois sanc e e n ce qu i concern e l a première génération de 
cellul es . Pa r contre, si les cellules sont cultiv ées successivement 
sur la m~me bouteille, l a surface va s'altérer probable~ent du f a it 
de l'éch a nge e ntr e les ions H+ du milieu et les ions N + ou M ++ 
a g 
de la surface. 
Les cellules au lieu de se r épartir uniform ément sur toute la 
surface de la bouteille vont former de petites colonieso La forma-
tion de ces ag~éga ts va f ausser l'étude du vieillissement des cellu-
leso En effet, les cellules situées au centre de la colonie ne se 
diviseront plus c a r ell es sont entourées d'autres cellules, par 
contre les cellules en périphérie pourront continuer à se diviser. 
Les cellules ne seront donc plus homogène s quant au nombre de leurs 
gén é r at ionso Les bouteilles Falcon sont jetées après deux repi quages. 
2- Les· bout e ill es e n verre. 
Ces bouteilles rondes sont placées sur des supports tourn a nt à 
0,3 r. Po m. · Seule la partie inférieure de la bouteille est en 
cont ac t avec le milieu. 
Nous avons d'abord utilisé des bouteilles en verre borosilicaté 
Sovirelo Les cellule s ne s ' attachaient pas très bien sur le verre 
et _malg ré les traitem e nt s au x acides , aux bases, au bic a rbon a te et 
au carbon a te décrits d ans la litté r atu re (19,20), nous ne sommes pas 
pa rvenus à obtenir une culture homogène. Nous avons alors obtenu de 
la fir~ e Wheato n scientific (Milvil le , N.Jo - U.SoA. n° cat.348052) 
des bouteilles de verre destinées spécialement aux cultures de cellu-
les. Ces bouteilles nous ont donné immédiatement satisf action ap rès 
passage dans une solution H cl 0,01 Met ~es rinçages abondants. 
~ 
1 1 • 
Ces bouteilles ont comme dimension 118 mm de di amè tre et 
260 mm de h a uteur.Le l a vage et la stérilisation des bouteilles po-
sent d 1 autres problèmes ·o Les bouteillœ..s en verre ne sont pas la-
vées à 1 1 acide chromi ~ue c a r toute tr a ce de ce produit se r évè le-
rait toxi que po ur les cellules. Elles sont donc lavées avec un dé-
tergeant (~e Oecon 75 concentré prov e nant de la firme Oecon l abora-
tories L.T.D Brighton) et rincées abondamment avec de 1 1 eau désioni-
sée puis avec de 1 1 eau distillée. Notons que le verre des bouteilles 
doit gtre assez résistant pour subir une st érilisation à sec à 180°. 
3. Le r ep i gu qe . 
Le repiqu age se fait lorsque les cellules attachées au verre se 
sont divisées et ont atteint la confluence; il consiste à diviser en 
deux le contenu de la bouteille initiale et de le r é partir dans deux 
bouteilles de m@me surface que la première afin d 1 obtenir une di-
vision cellul aire. 
a) préparatif s 
Il est nécessaire de préchauff e r dans 1 1 étuve à 37°C le milieu 
seul (M), le milieu conte nant 10 % de sérum (M.S) et la trypsine 
D,25 % (provenant de la firme Eurobio Paris). La hotte et tous les 
usten il es sont ne ttoy ésà l'alcool; les bouteilles et les pipettes 
ont été stérilis ées . 
b) Trypsinis ation 
Après avoir jeté M.S. de la bouteille, celle-ci est rincée avec 
M. Il est imp ort ant qu'il ne reste plus de sérum dans la bouteille 
car celui-ci inhibe l'action de la trypsine. On ajoute alors la so-
lution de trypsine de façon à ce qu'elle recouvre la couche de cellu-
les. On la laisse agir 1 minute à température ambiante. La trypsine 
est éliminée et la bouteille est placée dans l'étuve à 37° pendant 
10 minutes. 
La trypsine qui a imprégné l a couche de cellules agit sur les 
protéines de l a membr a ne plasmique. Les cellules se dé tachent du 
verre et se sépa rent les unes des autres en s'arrondissant. Ce ph é -
nomène s'observe au microscope ma i s macroscopiquement il est possible 
de voir le feuill e t cellulaire se détacher de la paroi qui devient 
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~égèrement opaque alors qu 'initialement elle était transparente. 
Lorsoue toutes les cellules sont détach ées on ajoute 10 ml de 
M.S. A l'aide d'un e pipette pasteurs, on agite plusieurs · fois le 
milieu afin de rompre les agrégats de cellules; la paroi où étaient 
attachées les cellules est aussi lar ge ment rincéeo On ajoute e nsuite 
30 ml de MoSo Les 40 ml contenus dans l a bouteille sont mélangés, on 
en prélève alors 20 ml que l 'on va placer dans une autre bouteille. 
4. La con gé l a tion e t la déconqélation des cellule s . 
a) Con • Rl a tion -
La congél a tion permet de stocker des cellules à un temps de gé-
nération dét e rmin é o 
Après dé cong'l a tion les cellules ont conservé intact leur poten-
tiel de divi s iono 
Une bouteille confluents est trypsi ni sée(œf?l:'repiquage), les cel-
lules sont reprises · da ns 5 ml de M.S. et placées dans un tube e n 
plastique stérile. Le tube va être centrifugé 20 minutes à 800 r.p.m. 
à 1 1 Internationale. Après centrifugation le surnageant est déc ant é 
avec une pipette pasteurs stérile. Au culot on ajoute 0,4 ml de 
milieu conten a nt cette fois 40 % de sérum . Le tout est placé dans 
une ampoule stériliséeo Ju s te avant la cong é lation on ajoute 0,4 ml 
de dimethyl sulfoxide (DMSO) 20 %. 
Le DM S O a été dilu é da ns l e milieu de culture et passé sur 
filtre Sartorius af in de le stériliser. L1 ampoule est fermée à la 
flamme et placée à 10° c dans un bai n d 1 éthylène glycal 60 % que 1 1 on 
r efroidit imm é di a tement en f a isant descenjr e la température de 1° c 
par minute jusque - 30° c. On place alo rs l'ampoule dans l'azote 
liquide à - 196° c. 
b) Décon aé l a tion e t r em i se en cultureo 
L'ampoul e dès sa sortio de l' a zote liquide est plongée da ns un 
bain à 40° c (l a déco~géià tion ne doit pas durer plus d 1 une minute) 
puis centrif ugée 10 minutes à 500 r.pom. L1 ampoulo est cassée et le 
surn agea nt est déc a nt é au ma ximu m. Les c e llul es sont placées da ns 
une bouteill e Fa lcon en pr ése nc e de 20 •ml de M.S. 
On a test é en l a bor a toire 1 1 effet de laconcentration en DM S 0 
sur la survie de s cellules. On a donc congelé 4 tubes conten ant 
respective me nt 5 %, 10 %, 15 %, 20 %, de DM S o. Les cellul e s 
après décon gé l a tion ont é t é colo r ée s a ve c une so lution d' é rythro-
sine 8 pr épa r ée comme suit : 0,4 gr d 1 é rythr~s ine 8 et 0,81 gr de 
N Cl sont aj out é s d ans 100 ml de t ampon phosph a te 5 m MpH 7,4. 
a 
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La solution est ch auff ée pour dissoudr e le color a nto On vé rifie le 
pH qui doit êtr e e nviron de 7,2o La solution est g a rdée à tempér a -
ture ordin a ir e . La color a tion se f ait e n a jouta nt 0,1 ml d' é rythro-
sine à 1 ml de la suspension de cellules; les cellules sont a lors 
compt ées à 1 1 h émocytomètre. 
les cellules viv antes n'incor porent pas le color ant. (Il est 
à noter que l e s é r um de veau foetal interfère avec l a coloration à 
une concentr a tion sup é rieure à 10 %.)o 
Le% de cellul e s viv antes est é gal au rapport du no mbre de cel-
lules non color ées sur le nombr e tot 2l de cellul e s, multi pli é pa r 100. 
1 
2 
3 
4 
Voici l es r és ult a ts ob t e nus : 
Table 3 - Pr coo rti on de c e llul e s viv 2nt e s e t mort es e n r P• • ort 
a ve c 1 2 qu a nt it é de OM S O utili s ~e l o r s de l a 
c onoé 12tio n. 
% DMSO 
5 
10 
15 
20 
No mb r e de c e ll ul es co mpté e s à 
1 1 hémoc y to mè tr e 
non col or é e s color ées d des ,~ c e llule s 
vivant es 
33 28 54 
85 68 56 
42 72 37 
14 39 26 
La qua n t i t é de D M S O l a plus favor a bl e pour l a con gé l a tion 
des c e ll u l es es t 10 %0 
C'e s t en e ff e t po ur cett e va l e ur que le % des cellul e s viv a n-
tes est le plu s g r and. 
C1 es t c e % que 1 1 on choi s ir a pour les e xp é ri e nc es de cong é l a -
tion su iv ant e s. 
Re ma r que . 
L1 h émoc y to mè tre pe r me t de com pt e r l e no mb r e de c e llules cont e nue s 
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d a ns un vo lu me c onn u o 
Il s 1 a gi t d ' une pl aq ue de ve rr e su r l a que lle ont é t é tr a c ées 
tout e une sé ri e de li gne s dé li mi t a nt des c a rr és o Un co uvre obj e t 
é t ant pl c é su r 1 1 h ~~oc yto mè tr e , on in t r od ui t une goutte d u milieu 
cont e na nt l e s c e l l ul es e ntr e le cou vr e obj e t e t 1 1 h émocytom è tr e . 
On co mp t e l e nomb r e de ce ll ul e s conte nu e s da ns l e s c a rr és . Con-
n a i ssa nt l a su rf 3c e de ces c a rr és et l a ha uteur e n t r e l a l am e e t 
l' hémoc y to mè tr e , i l est poss i b l e de conn a!tre l a qua nt i t é de oel l u-
les conten ue s da n s un vol ume dé l im i t é pa r un c a rr é e t d 1 e n déduire 
l a quantit é de c e ll ul E3 pa r mm 3 e t pa r cm 30 
5. Co n t a in ~t i on e t st é r ili satic no 
Po ur é vi te r l es c on t am in a ti ons de s c ulture s pa r l es diff 6r ents 
ger mes, de nont reu se s pr é cautions doi ve n t ~t re pri s es. Tout ob je t, 
to ut e s ubst a nc e qui entr e e n c ont act a vec l a culture , doit êtr e 
stérileo 
a- La hott e 2 f l ux l a min a i r e 
Tout es l e s ma nipùlat i ons su r l es cult ure s, l e mili e u d e c ul-
tur e etc •• se fe ro n t s ou s l a hott e o Celle-c i f i ltr e l'air a~b i ant 
et le s ouffl e dan s l a hott e ver s l'extgri e ur, s i bi e n oue l' a ir à 
l'int é r ieur de l a hotte est st é ril e o 
La hot t e a vant ch aque mani pul a t io n e s t l a vée e nti è r ement à 
l' a lcool de mê me que tout obj e t non s t é rili s é qu i y e s t introduit. 
b- St é r il i sa tio n à se c 
Av a n t de s t é rili s er l es pip e ttes, on introduit un bout 
d'ou a te à l eu r e xtr é mi té po ur e mp êch e r le cont a ct dir e ct de l a 
bouch e a ve c l e mi l i e u e t a ins i évit e r l e pa ss ag e de ge r mes o Ces 
pipettes s ont pl a c ées d ans un c a non qui est introduit d an s l e st é -
rili sa t e ur. 
Les bout e ill es s ont st é rili sées s a ns le s bouchon s . Av ant de l e 
pl·a c e r da ns l e s t ér i li a t eu r , on l es f e r me a ve c du pap ier gri s e t 
un e f e ui l l e d 1 2l umin ium. Le pa ~i e r gri s j ou e un rô le de filtr e . 
En eff e t, lor sq ue l a t empé r a t ur e s 1 é l è ve d ans l e st rili sa t eur i l 
y a d i l a t a t io n de l' a i r, inve r sém e nt ou and l a bout e il le se r e fr oi di t , 
1 1 air s e contr a c te a ve c co nme con séque nc e un a ppe l d' a ir à l'int é ri e ur 
de la bouteilleo Le papier gris int e rvient pour filtrer 1 1 a ir 
proven a nt de l'ext é ri eur. Le papier d' a lumini um sert plutôt de 
protection mé c ani que o 
La stérilis a tion ~e f ai t pa r ch auff age à 180° C pend a nt 
6 heures. 
c- Stérili sa ti on à 1 1 autoc1 Rve 
La st érili sa tion à l' autocl a ve se fait pendant 20 minutes à 
120°C sous une pression d 1 1 atmosphère. 
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Cette stérilis a tion est utilis ée principalement pour les objets 
en pl as ti que com~e les filtr e s Sa rtorius, les bouchons de bouteilles 
et pour l' ap pa r e illage servant à filtrer le milieu. 
d- Les filtr es 
Les filtres proven ant de l a fir me Sa rtorius Gottingen R.F.A. 
n° c a t. SM.11307, permettent de st é riliser l es solutions qui e ntre-
r6nt en cont act avec l a culture, c 1 e s t le c as p a r exemple du DM S O 
lors de l a con gé lation. Ces filtres retiennent les particules de 
diamètre supérieur à 0,2 fl• 
e- St érili s2t ion du mil i e u. 
Nous utili so ns un appa r e il de filtrati on SM 162068 Sartorius 
qui permet de filtrer rapidement le milieu. 
L'appareil de filtration proprement dit a été stérilisé 11 à 
l'autoclave : il comporte une membrane filtrante Sartorius n° 
SM 11307 et un préfiltre n°SM 13400, il est connecté à un réservoir 
contenant le milieu non st é rile qui est lui-même relié à une bom-
bonne d'azote. En exerçant une pression sur le réservoir, le gaz 
chasse le milieu vers l'appareil de filtration. Le milieu filtré 
est recueilli dans une bouteille stérile. 
f- Préc a utions div e r ses 
Les précautions habituelles de tout travail stérile doivent 
être respectées, par exemple : maintenir la propreté de la pièce, 
utiliser la sté rilisation par une lampe ultra violet, passer à la 
flamme les pipettes et le goulot des bduteilles avant toute manipu-
lation. 
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6. Origine des cellules utili sée s. 
Les fibroblast~es ~ue nous avons utilisés sont les fibroblas-
tres de la souche W I 38 qui ont été mis en culture par Hayflick f6) 
11 s'agit de cellules provenant de poumon de foetus .humain. Nous 
avons reçu deux lots de cellules se trouvant respectivementà la 
25e et~ la 18e gén é rationo Les bouteilles reçues étaient remplies 
complètement de milieu contenant 1 % de sérum. Dans ces conditions 
les cellules peuvent se conserver plus longtempso Dès la réception 
des bouteilles le milieu est éiiminé et l'on remet du milieu conte-
nant 10 % de sérum. Les bouteilles sont alors placées à l'étuve 
à 37°c. 
III. DOSAGE ENZYMATIQUE 
Deux enzymes vont être particulièrement étudiés : 
1 1 ex- glucosidase et la N-acetyl ~ glucosaminidase. 
1) Caract éris tiques des enzymes. 
1- l' d. - glucosidase 
1 ·,. 
Lejeune èt Col (15) ont montré que dans le foie de rat 1 1 C( -
glucosidase est localisée dans les lysosomes. Chez l'ho mm e (11), cet 
enzyme possède deux types d 1 aciivités : une activité hydr~lase acide 
et deux activités transglucosylase (l'une présente un optimum à pH 
acide et l'autre à pH neutre)o 
Il semble cependant ~ue l'~-glucosidase ne possède pas d'iso-
enzyme car aucun isoenzyme de 1 1 d.- glucosidase n'a été mis en évi-
dence par les procédés de purification. (3). 
Chez les animaux supérieurs l' ~- glucosidase aurait une acti-
vité sur les 0(.- (1,4) et d,-(1,6) glucosides; cette activité est néces-
saire pour dégrader le glycogène qui pénètre dans les lysosomes par 
autophagie (28), l' 0(-glucosidase joue é galement un rôle aans la 
Dégradation du maltose - chez les tissus humains (11)o 
2- la ~~ - acetyl-@-giucosaminidase 
Selli nge r et Co 1. ont mo ntr é que 1 a ~l - ace ty 1 - ~ - glucos amini-
dase se trouve dans les lysosomes (21)o Cet enzyme possède deux 
isoenzymes A et 8 actifs. 
Le composé A lors d 1 une électrophorèse à pH 7 est chargé négati-
vement et migre rapidement vers l'anode tandis que le com posé 8 est 
cha~gé positivement et migre lentement vers la cathodeo 
L1 2ction ds la neur aminidase sur 1 1 isoenzyme A peut transformer 
celui-ci en isoe nzyme B. 
L1 isoenzyme A se différencie de 1 1 isoenzy ~e 8 par la présence 
d 1 un certain nombre d'acide s s ialiqueso 
Les deux is oe nzymes A et 8 ont une activit é ma ximale à pH acide 
et possèdent le même Km donc la m~me affin ité pour le substrato 
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Cepend ant la forme A est plus sensibl e à la ch ale ur que la f a une B; 
d'autre part 1 1 isoenzyme B est stab le entre pH 3 et pH 7 tandis que 
le composé A est rapidement dén a tur é s i le pH es t d'un e unit é sup é -
ri eu re au pH optimu m. Cett e pr~pr.iété va nou s permettr e d 'inactiver 
1 1 isoenzyme A et de travailler uniquem e n t av e c 1 1 isoen zyme B. 
La fonction de la N-acetyl-~-glucosaminidase est la dég r ada-
tion hydrolyti que de glycoprotéines;mucopolyss accharides ou glycoli-
pides qui contiennent de la N- acetyl hexosa mine (24)o 
2- Su bs tr a ts uti li sé s pour l e dosaqe 
Les substrats employ é s pour le dosage de 1 1 o{- gl ucosid as e e t 
de l a N- acetyl - 8 - glucos aminid a s e sont des substances fluoro-
gènes, substit uées en position 7 de la méthylyum bel lif é ron e ou 4 
méthyl - 7 hydroxycoumarin e ; soit pour 1 1 0(- glucosidase : la 
méthylumbellifery l ~-0-glucopyr anosid e et pour l a N- acetyl - 0 -
glucosaminid a se : la méthylu mbe llifery l acétamide 2 déoxy 0-D- glu-
copyr anoside. 
Ces substrats proviennent de la firme Koch light Bu ckingh ams hir e 
Engl ando 
Lors de l a réaction e nzyma ti que , il y a hydrolyse du s ub s tr at 
av e c lib é rati o n de la méthylumbelli féron e , une s ub s t ance fluore sce nte 
qui s e ra dos ée a u fluorimètre (Americ a n instrume nt co mpany )o 
OH 
Figure 2- Méthylumbelliférone eu 4 méthyl - 7 hydroxycou-
marine. 
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3- Préparation de 1 1 homooén a t de cellul es 
Le dosage est précédé de la préparation de 1 1 homogén a t des cel-
lules de l a culture (26)o 
Le mili eu cont e nu dans la bout eill e est élimin é , celle-ci est 
rinc ée deux fois a ve c 10 ml de P.s~ r~ Celui-ci sert à éliminer tout e 
trace de milieu , de sérum. On ajoute ensuite 5 ml d'une solution de 
sucrase 1/4 M contenant 1 m M d 1 EDTA; les cellules sont dét a ch 0e s 
du verre avec un petit racloiro Les cellules en suspension sont 
vidées dans des tubes coniqueso Pour récupérer le maximum de cellu-
les, il est conseillé de recommencer trois fois le processus. 
Les quatre tubes coniques sont alors centrigWés dans la centrifu geuse 
re 
de colle à 500 rop.m. Le culot est suspendu dans 3 ml de sucrase 
1 /4 M. Les cellules sont homogénéisées dans un petit dounc e (Kontes 
Glass Co.Vineland, noj.) à 1 1 aide du piston serré 8 par une vingtaine 
de coupso 
4- Dos a qe orooreme nt dit. 
Le schéma de dosage est le même pour 1 1 0<- glucosidase et la 
N- acetyl - p - glucos aminidase : la mixture test est composée de 
substrat : soit la méthylumbelliferyl acétamido 2 deoxy (3 - D - gluco-
pyranoside (M.AodoG) soit la méthylumbelliferyl a{ -D -glucopyranosid e 
( M. U. G) dissous à une température d 1 environ 60°C dans un tampon 
citrate 50 m H pour la M.Aod.G., d a ns un tampon acetate 50 m ~ pour 
la M.LJ.·G. La concentration du substrat est de 1 mM o 
Cet~e mixture test comprend du triton X100 0,2 % dont le rôle 
est de rompre les membr a nes lysosomi ales et de permettre la mesure 
de 1 1 activit é totale des enzymes. 
On ajoute à 0,4 ml de mixturetest, 0,1 ml d 1 homogénat de cellu-
les. Le tout est incubé 1 heure à 37°Co Après 60 minutes, la réac-
tion est arrêtée pa r 2 ml de tampon glycine - N OH 50 m M à 
a 
pH 10,5 contenant 5 m M. d 1 EDTA. La quantité de méthylumb e llif é rone 
(produit de 1 1 hydrolyse du substrat par les deux enzymes) est mesur ~e 
au fluorimètre ( Aminco) avec une lumière dt excita tion de 360 nm, et 
une lecture de la fluorescence à 467 nffl• 
Voici qu e l qu es c a r actéristi que s de ces enzymes. 
a) Cour be de pH 
20. 
Nous a vons dé t e rminer le pH pour l e quel l' a ctivit é enzym a tiqu e 
est ma xim ale. 
Pour chac un des enzymes nous avons utili s é 3 t a mpons pour r éa -
'iiser un e gamme de pH all a nt de pH 1 à pH B. (voir fig.3). Le Jh éma 
du dos age pour dé termin e r l a cour be de pH est un peu modifi é pa r 
rapport a u s~ém a gé nér a lo On dissout le substr a t à une concentr a -
tion de 4/3 m M da ns de 1 1 e a u conte nant O, 2 % de tri ton · X 100. On 
ajoute à 0,3 ml de substra t 1 0,05 ml de s diff é r e nt s t a mpons( a ya nt un e 
concentr a tion de 0, 5 M) e t 0,05 ml d 1 ea uo A c e tte mixtur e on a j o ute 
0,1 ml d' e n zyme , l a suite du dos ag e es t identi que a u sh é ma gé né r a l. 
Nous avon s obt e nu pour 1 1 0( - glucosi da se un ma ximum d' activit é à 
pH 4,5 da ns l e t ampon a c é t a t e e t po ur l a N - a c é tyl.- ~ -glucosamini-
d a se un pH o pt im um de 3, 5 dans l e t a mpon citr a t e . 
b) Ci ne t i oue de s de ux e nzv mes . 
Nous s a von s que pour a vuir des indi8 a tion s s ur l a qua ntit é 
d' e nzyme l e dos sge do it se f a ire da ns de s con dit io ns de sa t ur a t i on 
du s ubs tr a t; à ce mome nt l a r é a ction se r a d 1 ordr e O pa r r ap port R U 
su bstr a t e t l' activ i t é e n zym a ti que s e r a pro por t i onn e ll e à la quantit é 
d'enz yme . Nou s a vo ns é t abli des cour be s d 1 acti vit é en z ym a ti que e n 
fonc tio n de l a co nc e ntr a tio n e n pr ot é i ne s uti lis é e a fin de vé rif ie r 
cette 1 in é a ri t é . 
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21. 
e 
La fi gu r e 4 montre que l' activit é des deu x enzymes est bi e n 
proportionn e ll e à l a quantit' de prot é in es a joutée da n s le dos a ge. 
Cette Lin éa rit é est e n tout c a s va l able jusqu'à l'hdroly se de 
0 , 4 n · •. _ m o las·. de substr a t o 
Noton s qu e c e tt e va l eu r est atte inte avec 200 ~ g de prot 8in e 
de l'ho mo gé na t pour l'C\- gl uc osid ase a lors qu'il n' e n f au t que 
3,5 ~ g po ur l a N - a c éty l - (?> - glucos aminid a se. 
- Voici les condition s utili sées fin a lement pour le dos age de 
22. 
l' O!-gluco s id ase e t de l a 1 - a c é tyl - (?> - gl uc osamini d se chez l es 
fibro bl as tf es hum a ins W I 38 : 0,1 ml d'enzy me (dont 1 2 concentra-
tion est d'environ 3,5 ~ g/m l pdur l a N - a c é tyl - (2> - glucos am ini-
dase et de 200 Kg/ml p?ur l' ct- gl ucos id 2s e ) est a jout é à C,4 ml de 
substrat ( s oit H~ AodoG o ou Ho U oG.) 1 mM diss ous d ans un t amp on 
acétate 50 mH pH 4,5 ( pou r l' 0(.- glucosid ase ) ou citr a t e 50 mH 
pH 3,5 ( pou r l a N- a c é tyl - P- gluco saminidase )o Les deux t ampons 
conti e nn e nt O, 2 % de tri ton X 100 o Le tout est incu bé une he ure à 
37° puis fix é pa r 2 ml de t ampo n N~ OH - glycin e 50 mH pH 10, 5 con-
tenant 5 mH EDTAo 
La quantit é de mé th y l umbe llif é rone est mes ur ée a u fluori mèt r e 
Amine • a vec une l um i è r e d' e xcit 2tion de 3é0 nm et une lecture de l a 
fluor esce nc e à 46 7 ~n~. 
Rem~r cu e : le do sage de l a l- 2c é tyl - 0 - glu c osamini dase se 
fait en présence de 0 ,1 ~ a lbumine bo vin e o 
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23. 
Cin ét i que de 1 1 ~- gluco s id ase et de l a N- a c é tyl - ~ - gluco-
Spm inid ase de fibrobl as t,r'es W I.3 8 . L' activit é est exprimée en 
fonction de la concentration de protéines. 
5- In F.1 ctiv 2ti on de 1 1 i soe n zvrne l\ de 1 8. 1- r->cP t vl - (?> -
glu co sRm inid Ase A e t cou r b s de t emo~ r ~turle. 
24. 
Avant d é tudi e r l a thermol abilit é des de ux enzymes eri fonction 
du temps, il est n éce ssaire d'élucid e r deux problèmes. 
a) In act ivBt i on de 1 1 isoen z ym e A de l a N-ac8tyl -@ - oluco-
samini d~se . 
Il faut d'abord in activer 1 1 iso e nzyme A de la N a c é tyl - 0 -
glucosaminid ase a fin de tr a vaill e r avec un enzyme homo gène. 
Pour 1 1 <:A.- glucosidase, il ne semble pas y a voir de problème 
car nous n' a vons. pas trouv e r da ns la littéra ture (11, 3) · d'indice 
permettant de prévoir l' e xistence d 1 isoenzym es . 
En ce qui concerne 1 a N-acéty 1 - (?, - gluco sa mini dase, nous 
avons vu que 1 1 isoenzyme B est stable entre pH 3 et pH 7 mais que 
·1•isoenzyme A est rapidement dé naturé si l'enzyme est incubé à un 
pH qui est d 1 une • nité sup é rieure a u pH optimum (21). 
Nous avons donc in a ctiv é la M-acétyl - (?, - glucos aminid a se A 
en incub a nt 1 1 homo gé n a t de cellul es à 37 ° pend ant une he ure da ns 
un tam pon imid a zol 3 m M à pH 7 conten ant 0,1 % d 1 a lbumine bovine 
afin de st abilis e r l'enzyme. Comme contrôle, nous a vons incub é un 
autre homo gé na t à 37°} da ns un t ampon citr a te 3 m M à pH 4 conten a nt 
0,1 % d 1 albumin e . 
L1 acivit é enzymatique est mesurée à interv a lles de temps r é-
guliers (voir fig.5). 
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Activit é de la N-acétyl - ('?> - glucos aminid a se en fonction 
du temps d 1 incub a tion à 37°C; 
• : incu bati on à pH 7. 
: incub a tion à pH 4 
25. 
Lorsque l'enzyme est incubé à pH 4, son acti vit é après une 
heure, n' a pas ch2n gé; par contre lors de l'incubation à pH 7, son 
activité diminue de 12 ~ pendant les vingt premières minutes, puis 
se stabiliseo 
Nous pouvons conclure que la N- 3cétyl - ~ - glucosaminidase A 
est inactivée après vingt min utes d 'inc ub a tion à pH 7 et représente 
12 % de l'activité tot a le de la N- acétyl - 0 - glucosaminid a se. 
La N-acétyl - ~ - glucosaminid 2se 8 qui représente 88 '1. de 
l'activit é totale est stable puisque son activité ne se modifie 
plus après les vingt premières minutes d'incub a tion à pH 7. 
b) Courbes de temoér a ture. 
Un deuxième- problème est de trouver la température d'inactiva-
tion la plus appropriée pour étudier le phénomène de therrnol abilité 
des deux enzymes . 
Nous avons étudié l'activité des deux enzymes lysoso miaux 
après incubation de 30 minutes à diff é rentes températures. 
L' q _glucosid 2se et la N-ac é tyl - 0 - gluco~ am inida s e 8 sont 
incub és resp e ctive me n~ da ns un t2mpon a c é t a te 10 m M pH 4,5 et da ns 
un tampon citr a te 50 m ~ pH 3,5. 
Après 30 minutes d ' incubation les deux enzymes sont dos é s nor-
mal e ment. 
la cour be d'in a ctiva tion des deux enzymes e n fonction de la 
tempér a tur e est donn ée à la fi gure 60 
Nous avons choisi po ur réaliser l e s courb e s de th e rmol abilité 
de s e nz ymes e n foncti on du t e mps , un e temp é r a ture de 6 3 ° pour 
1 1 C\'- glucosi dase et de 49° pour l a N-acétyl - (?> - glucosami~idase, 
ce qui devrait donn e r une in activa tion de 60 à 70 % après 30 minutes 
d'incubation. 
Les expérience s sur l a glucose - 6 - phosph a te déshydrogèn as e 
ont é té r éa lisées suiva nt les méth od es d§crites par Holliday et 
Tarr ant (12). 
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Courb e d 'ina ctiva tion de l ' ~- glucosid a se et de l a 
N-acétyl - ~ - glucosaminidase 8 a pr è s inc ubatio n pe n dant 30 mi -
n ut es à diverses températur e s . L'activité est donn ée e n % de 
l'activité de l'enzy me non incubé. 
IV. THERMC LAE I LITE DES ENZ YMES AU COUR S DU VIEILLI_SSEMEN T 
DES CEL LUL ES 
-27. 
~o t r e pro jet e s t d ' é t ud i er l a t he r molab i l it é a u co ur s du 
vi eilli sseme nt de 1 1 q - glucosid ase e t de l a N- a c é tyl - {2, - gluc osa -
mini dase E (e nzy mes l ysosom i a ux de fibrobl as t~es hu ma in s Wl 3B ) e n 
comp a r a i so n a ve c l a th e r mo l ab ilit é de l a gluc os e - 6 - phos ph a t e 
dés hydro gé nase do n t no us sa vo ns qu'un e pa rti e de l' e n z yme s~altère 
au cours du vie illi sseme nt. 
Cett e alt é r a ti on s e ma r que pa r une d ég r a da tion plus r ap i de . à 
60° d'un e fr a cti o n de l' e nzyme (1 2 )o 
Cette étude s 1 es t port ée s ur des fibro bl as t/es à l a 22e, 39e 
et 43e gé né r a ti o n. A la 22e gé né r a ti o n, l es · c e llule s s ont j eu nes 
et s e mult ip li e nt très a ctivement, à l a 39e gé né r a tion le t emps de 
division des c e llules est forte me nt aug ment é pa r r apport a ux cel lu l es 
jeunes, à l a 4 3e gé n é r a ti on, l e s fibr o bl ast es ont tout es les c a r a c-
téristi ques de~ c e llul es vi e ill e s a ve c un e a ugme nt ati o n des gr a n ul és 
à l'int é rieur du cytoplasme , une di minution de 1~ de~ s it é des fi-
brobl a st e s en c ulture e t 1 1 ap pa rtit io n dup'Ï énomè n a de dégé né resèenc e 
Les cellul e s ont a tt e int un maximum de 46 gén é r a tion s a va nt de c e s se r 
tout à f a it de se divi se r. 
1) Compa r a i so n de l' a c tivi t é e nzyma ti oue a u co ur s du vi e il l i s -
s eme n t -
Si l'on comp a r e l es ac tivit é s spé cifi ques des en zyme s s ur l es 
trois t ypes de c e ll ues utili sée s pour f a ire l es c o ur bes de th e r molab i-
lit é (voir t ab l ea u 4 ), 1 1 on re ma r que que l' activit é de l'o<.- gluco s i-
dase es t plu s é l e vé e ch e z l e s c e llu les vi e illes que ch ez le s j e un es ; 
la N- a c é tyl - 8 - gluco saminid a s e , o r és_s nt e e ll e a ussi un e a ugm e n-9e n0r atio n 
tation pour l es cellul e s de l a 39eYrii a is une chute pour les cellules 
vieilles. Nou s retrouvon s ici l e problè me de s vari a tions des va leurs 
absolues d' act iv i t é r e nc ontr é pa r plu s i e urs a ute urs e t qui provienn e nt 
plus de s fluct ua ti on s dues a u cycl e de croi ssanc e c e ll u l a ire qu' a u 
phénom è ne de vi e illi sse me nt pro pr e ment dit (25). 
28. 
Tabl e 4 : 
Evolution de l'activité spécifi que de 1 1 ci.- gluco s i-
dase et de la N~acétyl - 0 - glucosaminidase au cours du vieil-
lissement. 
Génér a tions 
22 
39 
43 
Activité sp écifi q ue 
mo U /mg prot é ine 
Ol-glucosid a se 
1, 36 
1,80 
1,77 
N-ac é tvl ~J~- oluco-sam1n1 a se ~ 
45,00 
71, 30 
36,21 
2) Exp é rienc e· proprement dite -
Les trois enzymes sont incub é s à 62° et 63° pour 1 1 c<- glucosid a se 
49° pour la N-acétyl - {?:, - glucosaminidase et 60° pour la glucose 
- 6 - phosph a te deshydro gé na se respectivement da ns les tampons a c é-
tate 10 m M pH 4,5, le t ampon citr 2 te 50 m M pH 3,5 et le t a mpon 
tris -Hel 50 m M pH B. 
L'enzym e est pr é lev é à diff é rents moments et incub é 1 heure à 
37°C av e c s on s ubstr a to 
L'activit é est mesurée en % de l'activité de l'enzyme non 
incubé. 
A la 22e gé nér a tion on rem a r que que l'activit é des _trois enzymes 
diminue de f a çon liné a ire en fonction du temps d'incub a tion en échelle 
semi log a rithmi queo Le com portement chez les cellules jeunes, des 
enzymes ly so somi a ux est donc id e nti que à celui de la glucose - 6 -
phosph a t e d é sh ydro gén a se qui est un enzyme du cytopl a sme (figo7). 
Vu la liné arit é du ph é nomèn e , on peut consid é r e r que les trois en-
zymes sont homo gè nes. 
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Fi gu r e 7 Courbe d 1 in 2ctiv a tion en foncti o n du t e mp s de l'ol-gluco-
à 63 ° ( A) de l a N-ac é tyl - (!i - glucos a minidase \ B\ à 49° ( 8 ), sidase 
de l a glucose-6 -phosph ate déshydro gé n a se à 60 ° ( C) de fibrobl a stes 
W 138 à l a 22e gé n ér2tio n. En a bc i sse n ous a vons l e% de l' a cti-
vit é pa r r apport à l' a ctivit é de l'enzyme non incub é o 
30. 
A la 39e gé né r a tion (fi g .8) on const a te que l a courbe d 1 in 2c-
tiva tion de la glucose - 6 - phosph a te déshydrog é nase en échelle 
semi logarithmique est c a r act 8ris ée p2 r une rupture de pente 2près 
3 minut es d 1 incubationo En f ai t, l a glucose - 6 - phosphate dés hy-
drogén a se proven ant de fibrobl astes qu i vieillis se nt commence à 
s'altérer. La partie 8ltérée étant plus l abile, s 1 in 2ctive plus 
vite et sa dis par ition se ma r que s urtout a u cours de s 3 premi~res 
minutes. Il reste al ors l'enzyme intac tg qui s 1 inactive plus lente-~ 
mento 
La fraction altérée de la glucose - 6 - phosphate déshydrogé-
nase représent e i0 % de l'activité tot a le (fiGoB)o 
Le m~me ph énom è ne se passe pour la glucose -6 phosph a te dé-
sydrog é nasse à l a 43e génération, cependant la rupture de pente se 
fait après 10 minut es et l a fr action a ltérée est plus importa nt e , elle 
·représ e nt e 20 % de l' a ctivit é tot a l e . 
Par contr e , 1 1 in a ctiv a tion de 1 1 a/.- oluco s id a se et de la 
N-ac é tyl - B - glucos am inid ase B à l a 3Se et 43e gén é ration se f a it 
lin éa iremant e n échelle semi lo ga rithmi que comme c' é t a it le c a s chez 
les c e llul es jeun es o 
Il sembl a do nc que ces deux e n zymes lysoso mi au x ne subis se nt 
pas d 1 alt é r a tion a u cours du vi e il lisseme nt, contr a ir eme nt 2 l a ~lu-
cose - 6 , - phosphate dés hydrog énase. 
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------·courbe d ' in 3ctiv a tion e n fonc t i o n d u t emps de 1• ci- oluco-
sidase à 63 ° ( A), de l a N- acéty l - ~ - g l ucos a mi nid a se 8 à 40° ( B), 
de l a g luco se - 6 - pho sph a t e dés hydro gè n ase à 60 ° ( C) de f ibroblastes 
W 138 à l a 4 3e g 'n é r a tion. 
V. DISCUSSI ON 
Deux th éo ri es sont actuellement proposées pour expli quer l e 
mécanisme du vi e illiss eme nt. 
33. 
1- Il y a d' ab ord l'h ypoth èse du vieilli sse ment programmé : il 
exister ait a u niv ea u de l a cellul e des mécanismes qu i p rovo que r a ie~t 
se 
la s énescence à un temps a ppropri é . Ces mé c anis me sysitu e r a i e nt a u 
niveau des gè nes e t de s contrôl es gé né ti que s et cons~ituerai e nt un e 
horloge molécul a ire qui compter a it les divisions. 
Cette th é oDi e expliquerait la constance du nombre de généra-
tions obtenu sur · une même lignée cellulair e . Récemment Pa ck 8 r et 
Col. (18) ont introduit une f a ible dose de vit am ine E dans 1~ cul-
ture des cellul e s W 138 et ont const a t é une au gment a tion très élevée 
du nombre de générations. 
Si la vit amine Ese r évèl e effectiveme nt c a p2b le de modifi e r l e 
nombr e de gé nér a tions des c e llul e s en culture, ce ser ait un a r gument 
import ant à l' e ncontre de cette théori e . 
2- Une au tr e explic a tion du vi e illi sseme nt es t donn ée pa r la 
théorie d 1 0r ge l ou th éorie de l'err e ur c a t astrophique (17). Lors 
de l a synthèse de prot é in es, deux é t ape s sont cruci a l es pour l a syn-
thèse correcte de l a prot éin e : il y a d' ab ord l a r e conn a iss a nce par 
let RN A tr a ns f é r a se de l' a cid e am in é à fixer sur let RN A puis 
l'ap pa ri eme nt correct du codon du RN A et de l' a ntico~on dut RN A. 
Chacun de c es processus se pa sse avec une c e rt a ine fr éque nce d'erreur. 
Au niv eau de l a synthèse de RN A, il peut éga lement y avoir cer-
taines i mpe rf e ctions. Toutes ces erreurs pourraient donc former des 
protéines alté r ées . Comme les protéines font elles-m@mes partie du 
mécanisme de synth ès e de protéines, le s erreurs vont se propager par 
feed-back positif. 
Finalement une erreur catastrophi que conduira à la mort de la 
cellule. Ce ser a le cas s'il y a pa r exemple a ltération de la D NA 
polym é rase ou des autres enzymes impli qués dans la synthèse protéique. 
Expériment a lement, il est difficil~ de discerner l'origine de 
. . 
l'altération des protéineso En effet, des erreurs observées sur des 
prot é ines peuvent provenir d'un mau vais fonctionnement de l' appa reil 
de synthèse, de modifications surven ant a près leur synth ès e ou de 
mut a tions. somatiques . 
Il est possible de généraliser la théorie de l'erreur des pro-
_téines proprement di t e :,, en théorie plus générale de 1 1 erreur des 
constitu a nts macromoléculaires. 11 L'idée de feed bra ck positif est 
tetenue c 1 Gs t- à -dir e que plus le no mb re d'err eu rs dans les cons-
titu ants macromolécul a ires augmente, plus l' a ccumulation d'erreurs 
supplément a ires est rapide"• (17) • Les erreurs peuvent se situer 
au niveau de mutations, du relâchement des processus de contrôle, de 
membranes dé fectueuses, d'erreur dans la synthèse de protéines sans 
donner de priorité à un processus particulier. 
Plusieurs expériences sont en f aveur de cette hypothèse. 
Fulder et Tarr a nt (4) ont mo ~tré que pourl'ornithine décarboxyl ase 
qui est un enzyme ind ucti ble, le temps nécessaire à l' appa rition de 
l'activit é ap rè s induction es t plus lon g chez l e s cellul es vi e ill es 
que chez l es c e llul es jeunes o Cel a pourr a it s'expliquer par une dé-
ficience da ns l'interaction entre le r épresseur et l'inducte ur dans 
les c e llules vi ei ll es . Une a ugment a tion de 1•orn i thin e décarboxylase 
c hez les c e llules vi e illes pourrait s' exp li que r pa r des erreurs au 
niv e a u des prot é ines inte rven a n t da ns la ré gu l a tion ou d a ns la dé -
grad at ion dG l'enzy me . 
Fuldet e t Ta rr a nt ont également mis en évidence une augmentation 
de la tyro s ine am ino tr a nsf é r ase (enzyme présent dans le foie et 
r ép ri mé dans la plupart des autr es tissus che z l'homme ) chez les fi-
brobl astes s é nesce nts. Cette observation su ggè re qu'il y a eu une 
dép r ess ion au cours du vieillisseme nt. 
Les - résult ats obtenus par Ho llida y et Tarr a nt so nt éga lem e nt en 
faveur de l a th éo rie d 1 0rgel. En effet, ils ont montré que l a propor-
tion de glucose - é - phos pha t e d é s hyd rog é na se et de 6 - ptmsphog lu-
con a t e d é s hy dr o gé nase thermol abiles a ugme nte a vec le nom bre de divi-
s~ons; il y a ur a it une a lt é r a tion de ces de ux enzymes a u cour s du 
vieilli ss e me nt. Pour prouv e r que1• a1té ration es t due à un d~f a ut de 
synth èse . Hollida y e t Ta rr ant (1 2) ont cultiv é l es cellules en présence 
de 5 -fluor ou r a cilune base an a lo gue qui, incorpor é e dans le RN A, 
ind uit des erreurs de tr ans cription et de traduction; ils constat è-
- . 
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rent un vieilli sseme nt prématuré de l a culture a vec une a ugm e nt a-
tion de la thermolabilité d ' une fr act io n de la glucose 6 -phosph ate 
Désh yd rog énase et de la 6 -phos pho gluco nate dés hydro gé n ase . 
Ce sont les e xpé rience s de Hellid a y e t Ta rr a nt qu i illust rent 
actuellement l e mieux la théorie d'Or gelo 
Cependant, les expériences de Ryan et Co (77) et nos propres 
expériences so nt en contr ad iction a vec cette même th ~or i e . Ryan et 
Col. ont montré que deux analogues d·' a cides aminés, l a p. fluoroph é -
nylal a nin e et l'éthioninene di minuent pas le nombre de divisions 
des fibroblastes W I38 lors qu'ils sont ajoutés à la culture à des 
concentr a tions assez f a ibles pour ne pas être toxiques . Or, il a été 
prouv é que ces a cides ami né s sont incorpor és aux protéines à ces f a i-
bles concentrations. Ils pourraient donc selon la théorie des er-
reur s, introd uire des erreurs au nive a u des protéines respons a bl~ de 
la synthèse protéique et provoquer un vieillissement prématuré. 
Cela n'a pas été observé : les cellules traitées avec les analogues 
d'acides aminés atteignent le même nombre de divi s ions que les cel-
lules té moi ns (s au f s i la concentration en a cides ami nés est tro p 
forte et dès lors toxique po ur la cellule). 
D'autre part , nos expériences mo ntr e nt que deux enzymes lysoso-
miaux, l a N- ac~ tyl - ~ - glucosami ni dase 8 et 1 1 d- glucos idase ne 
sont pas altérés au co ur s du vieillissement. En effet, lors de 
1 1 étud e de leur th ermolabilité nou s n' a vons pas pu mettre en évid e nce 
une fr a ction plus sensible à la ch a leur chez les cellules vieille s 
alors que cette fr act ion thermolabile appa r a ît très bien pou r l a glu -
cose 6-phosph a te déshydrogénase. Il y a donc une diff é r e nce de com-
portement au cours du vi eil lissem e nt e ntre les e nzymes lysosomiaux 
( N-ac é tyl - ~ - glucosaminidase 8 et l' at-glucosid 3se ) e t les enzymes 
cytopl as~i ues ( glucose - 6-ph osph ate déshydrogénase et 6-phosphoglu-
conate dés hydrog é nase e t hypoxanthine - guanine phosphoribosyltrans-
férase. 
Nous pouvons éme ttre trois hypothèses pour expliquer ces ré-
sultats . 
' . 
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Il se pourrait que la fr ac tion altérée de la glucose-6-phos-
phate déshydrogén a se proviennent de cellules morteso En effet, 
lors que les cellules meurent, l es lysosomes libèrent leur cont e nu 
et ils aJtèreraient ains i les protéines et plus pa rticuli èreme nt le s 
enzymes d e la fr a ction cytoplasmique, qui deviendrai e nt a insi plus 
sensibles à l a ~haleuro Ce f a it pourr ait ~tre vérifié si on me ure 
par exemple la thermol 2bilité de la glucose-6 - phosph a te déshydro-
g~nase avant et après l'incubation d 1 un homo gé n a t de cellule s jeu-
nes en pr ése nce d'enzymes lysosomi a ux. 
Une augment a tion de 12 thermolabilité de l a glucose- 6-phos-
phate déshydro gé nas e ser a it en f a veu r d 1 une al t ération postmortem 
de 1 1 enzymeo Dans ce c as les r és ultats de Hollid ay et Tarr ant ne 
consist e r a ient plus une preuve en f a veur de le th éo rie d 1 0rgel et 
il serait possible que la 5-fluo~our a cil qui diminue le nombre de 
divi sio n des cellules soit en f ai t toxique et f asse mourir les cel-
lul es avec li bératio n des lysosomes et altération de l a glucose -6 -
phosphate déshydro gé n ase o 
Une deuxi ème hypothèse serait que les membr a nes des lysosomes 
dev e nant plus sensibles au cours du vieillis seme nt se rompent et l ais -
sent éch appe r leur cont e n u o Celui-ci provoquer ait l' a ltération des 
enzymes cytopl asm i ques . Cette hy po thè s e pourrait se v é rifier e n é t 2-
blissant un e c ou r e d 1 2cti vité libre - d .es e nzymes ly sosom i 2ux ch ez 
les cellules vieill e e t che z l es c e llules ~2unes a L' a ctivit é to-
tale ser ait pl us r ap ide me nt a tt e inte ch ez l es cellules vi e ill es s i 
l eurs mem~r a nes ly sos omi a les so nt plus se ns ibl es o ~ous avo ns f a it un 
premier e ssai de ce genre mais la co mpa r aiso n e ntr e l es activit i s 
li bres de pr épa r a ti o ns de ly osomes de de ux cultur es diff ~r e nt es e t 
trè s difficil e à r é li se r. 
Dans le c a s où l es ly sosones ne sont pas à l'ori gine de l' a l-
t é r a tion de l a gluco s e-6-pho sp h t e dés hydro gé nase , on peut admettr e 
que cette alté r 2ti c n a pour or i gi ne un dé f aut da ns le méc a ni s me de 
synth èse de protéi nes ou dans un con s titu nt m2ri ro mol é cul 2ir e o 
Cepe nd a nt, co ntr 2ir Eme nt 2 12 th éo rie d 1 Crgel , 1 1 a lt 6r a tion de s 
prot é ines ne se f e r ait pas a u hasa rd puis ue l es e nz ymes ly$oso mi a ux 
ne sont pas lt é r :s , il y a ur a it une cert a ine dir e ction da ns l e p~o -
cess us de vi e illisseme nt. 
' . 
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